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Verfahren zum Dehydratisieren von biologischen 
Geweben zur Herstellung von Transplantat-Konserven 

15 Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Dehydratisieren von 
biologischen Geweben zur Herstellung von Transplantat-Konser- 
ven. 

Verfahren zum Dehydratisieren von biologischen Geweben zur 
20 Herstellung von Transplantat-Konserven liefern autogene, 

allogene oder xenogene Trans plan t a te , die dem Chirurgen bei 
Bedarf jederzeit zur Verfiigung stehen. 

Transplanta te sollten eine dem Nativgewebe, zum Beispiel 
Haut, Sehnen, Knochen, sehr ahnliche mo r p h o 1 o g i s c he Struktur 
aufweisen, und ihre E i g e n s c ha f t e n sollten weitgehend denen des 
Nativgewebes entsprechen. Zu den e r f o r d e r 1 i c he n Eigenschaf ten 
gehoren innere Oberflache, Ha n d ha b b a r k e i t und Elastizitat. 
Dariiberhinaus sind bei der Herstellung von Trans p lan tat konser- 
30 ven auch noch weitere Kriterien zu beachten. Das Transplantat 

muB im sterilen Zustand praktisch beliebig lang unter Erhalt 
seiner Ei genscha f ten aufbewahrt werden konnen. Ferner muB es 
eine gewisse Resistenz gegen den Abbau durch den Empf angeror- 
ganismus haben, damit es als Leitschiene fur einsprieBendes 
35 Gewebe fungieren kann. 



Ein bekanntes Verfahren zum Dehydratisieren von biologischen 
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Geweben zur Herstellung von Transplantat-Kons erven bedient 
sich der Gef riertrocknung. Das wasserhaltige Gewebe wird bei 
5 ca. -25°C bis -^0°C eingefroren und das entstandene Eis durch 

Sublimieren im Vakuum entfernt. Das resultierende Gewebe weist 
einen geringen Wassergehalt auf. In sterilem Zustand kann es 
lange Zeit unter Erhalt seiner Eigenschaften aufbewahrt werden 
und steht bei Bedarf als ge b r a uc hs f e r t i g e Transplantat-Konser- 
10 ve zur Verfiigung. 

Dieses Verfahren ist jedoch mit Nachteilen verbunden. Es ent- 
stehen bei f lachigen kollagenen Geweben, zum Beispiel der 
Dura mater, relativ dicke sc hwamma r t i ge Materialien, was de- 
15 ren Handhabung erschwert. Das kollagene Ausgangsgewebe ist 

im feuchten Zustand ein gequollenes Fasergef lecht , und dieser 
Zustand wird beim Tieffrieren fixiert. Die beim Einfrieren 
zwischen Fasern und Fibrillen sich bildenden Eiskristalle 
lockern das Fasergefiige. Bei der ansc hi ieBenden Sublimation 
entstehen Hohlraume im Gewebe, die dessen Eigenschaften, ver- 
glichen mit dem nativen Gewebe, v e r s c h 1 e c h t e r n . Insbesondere 
die Elastizitat wird erheblich erniedrigt. Ferner wird infolge 
partieller Verleimung der Fibrillen die innere Oberf lache dra^" 
stisch erniedrigt. Dadurch hat das resultierende Produkt bei 
der Verwendung als Transplant at nur noch einen stark vermin- 
derten Leitschienenef fekt fur e i n s p r i e 6 e n d e s Bindegewebe. 

Wegen dieser Nachteile der Gef riertrocknung ist in der 
DE 29 06 650 C2 ein Verfahren beschrieben, bei dem das kolla- 
gene Gewebe mit einem organischen, mit Wasser mischbaren L6- 
semittel dehydratisiert wird. Bei dies em Verfahren findet 
wahrend der sukzessiven Extraktion des Wassers eine allmah- 
liche Entquellung des biologischen Gewebe s statt, so daft die 
native fibrillare Struktur erhalten bleibt und Verleimungen 
der Fibrillen nicht auftreten. Folglich entspricht die innere 
Oberf lache des so d e h y d r a t i s i e r t e n Gewebes der.jenigen, die das 
native Gewebe aufweist. Die Elastizitat bleibt ebenfalls im 



20 



30 



35 



- 3 - 



wesentlichen erhalten. Bei diesera Verfahren sind allerdings 
zur weitgehenden Dehydratisierung eine Anzahl von Extraktions- 
5 schritten erf orderlich , bei denen das Losemittel immer wieder 
erneuert werden muB. Bei Spongiosa Knochen sind bis 20 Extrak- 
t ionsschri tte e r f o r d e r 1 i c h . Dies stellt ein zeitlich aufwendi- 
ges Verfahren dar . AuBerdem ist der haufige Wechsel des Lose- 
mittels arbeits- und kostenintensiv . Ferner ist ein umwelt- 
10 schonendes Recyclingver fahren fur das Losemittel notwendig. 

In der DE 38 35 237 CI wird ein Verfahren beschrieben, bei 
dem Rinder-Pericard-Gewebe mit Aceton entwassert, an der Luft 
getrocknet, mit Wasser r e h y d r a t i s i e r t und dann gef riergetrock- 
15 net wird. Erstens ist dieses Verfahren relativ umstandlich, 

und zweitens treten dieselben Nachteile auf, wie sie oben bei 
dem Verfahren der G e f r i e r t r oc knu n g geschildert wurden, da das 
rehydrat isierte Gewebe ge f r i e r ge t r oc kne t wird. 

20 Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist die Be r e i t s t e 1 1 u n g ei- 
nes Verfahrens zum D e h y d r a t i s i e r e n von biologischen Geweben 
zur Herstellung von Trans p lan tat-Konser ven , bei dem einer- 
seits die native Struktur des ko 1 1 a g e n ha 1 1 i g e n Gewebes weitge^" 
hend erhalten bleibt und das andererseits weniger zeitaufwen- 
dig sowie weniger arbeits- und kostenintensiv ist. 

Zur Losung dieser Aufgabe wird ein Verfahren zum Dehydratisie- 
ren von biologischen Geweben zur Herstellung von T r a ns p 1 a n t a t - 
Konserven vorgeschlage n , bei dem in einer ersten Stufe mit ei- 
30 nem organischen, mit Wasser mischbaren Losemittel das Gewebe 

teilweise d e h y d r a t i s i e r t wird und in einer zweiten Stufe durch 
Gef r ier trocknung das Gewebe weiter d e h y d r a t i s i e r t wird. 

Mit diesem zweistufigen Verfahren ist es moglich, eine schnel- 
35 lere sowie arbeits- und kostengiinstigere Entwasserung zu er- 

reichen unter g leichze i t i gem Erhalt der nativen Struktur, ins- 
besondere der inneren Oberflache, sowie der Elastizitat des 
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kollagenen Materials. Die Zahl der Extraktionsschritte mit dem 
organischen Losemittel kann deutlich erniedrigt werden, ver- 
5 glichen mit einem Konservierungsverfahren, bei dem ausschlieB- 
lich mit organischen Losemitteln d eh y d r a t i s i e r t wird. Dadurch 
wird das Konservierungsverfahren wesentlich verkiirzt, Losemit- 
tel eingespart und folglich weniger Losemittel der Recyclie- 
rung zugefiihrt sowie haufiges a r be i t sa u f we n d i g es Auswechseln 
10 des mit Wasser a n g e r e i c h e r t e n Losemittels gegen frisches Lbse- 
Losemittel eingespart. Die Gef riertrocknungsstuf e bietet zu- 
satzlich den Vorteil der einfachen Handhabung durch die appa- 
rative voll a u t oma t i s i e r t e Trocknung. Die eingangs genannten 
Nachteile der Gef r iertrocknung treten bei dem erf indungsgema- 
15 Gen Verfahren u be r r asc he n d e r Weise nicht auf. 

Als biologische Gewebe konnen beim erf indungsgemafien Verfahren 
humane oder tierische Gewebe verwendet werden, zum Beispiel 
Haut, Dura mater, Fascia lata, Sehnen, GefaBe, Knorpel, PerL- 
20 card, Knochen sowie aus Knochen hergestellte Platten, Nagel, 

Stifte, Schrauben. Diese Gewebe bestehen aus Kollagen oder aus 
Kollagen und m i ne r a 1 i sc he n Bes tand t e i 1 e n . Die nach dem erfin- 
dungsgemafien Verfahren h e r g e s t e 1 1 1 e n T r a n s p la n t a t e stehen dem' 
Chirurgen jederzeit zur Verfiigung. 

Vorzugsweise wird in der ersten Stufe das Gewebe auf einen 
Wassergehalt im Bereich von 10 Gew.-S bis 25 Gew.-S mit dem 
organischen, mit Wasser mischbaren Losemittel d e h y d r a t i s i e r t . 
Bei Weich-Gewe ben , wie zum Beispiel Haut, Dura mater, Fascia 
30 lata, wird vorzugsweise auf einen Wassergehalt im Bereich von 

17 Gew.-% bis 20 Gew.-% d e h y d r a t i s i e r t . Bei Hart-Geweben, wie 
Knochen, insbesondere Spongiosa Knochen, wird vorzugsweise auf 
einen Wassergehalt im Bereich von 10 Gew.-3 bis 15 Gew.-% ent- 
wassert. Dabei wird, wie zu erwarten, die Struktur des nativen 
35 Gewebes erhalten. U be r r a sc he nd ist jedoch, daB die sich an- 

schlieBende Gefriertrocknung in der zweiten Stufe zur weiteren 
Dehydratisierung bis auf den gewunschten mriglichst niedrigen 
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Wassergehalt von unter 3 Gew.-% sich mcht negativ auf die 
Gewebestruktur auswirkt. 

5 

Als Losemittel kbnnen in an sich bekannter Weise zum Beispiel 
Methanol, Ethanol, Propanol, Isopropanol, Aceton, Me t h y 1 e t h y 1 - 
keton Oder deren Gemische verwendet werden. Bevorzugt wird 
Aceton als organisches, rait Wasser mischbares Losemittel ein- 
10 gesetzt. Das verwendete Losemittel soil einen moglichst nie- 

drigen Wassergehalt aufweisen, vorzugsveise sollte es wasser- 
frei sein. Die Dehy dra t isie r ung mit dem Losemittel wird bei 
Temperaturen im Bereich von 0°C bis 70°C je nach verwendetem 
Losemittel durchgef uhrt . Vorzugsweise erfolgt die Dehydrati- 
15 sierung der ersten Stufe bei Raumtemperat ur . 

Vorzugsweise wird das Gewebe nach der D eh y d r a t i s i e r un g der 
ersten Stufe einem Vakuum ausgesetzt, bevor es auf Tempera- 
raturen von ca. -25°C bis -40°C tiefgefroren wird. Dadurch 
wird das organische Losemittel weitgehend aus dem Gewebe ent- 
f er nt . 

Bei der De h y d r a t i s i e r u n g insbesondere von Spongiosa Knochen r- 
kann es vorteilhaft sein, in der ersten Stufe wahrend der De- 
hy d r a t i s i e r u n g mit dem organischen Losemittel gleichzeitig 
eine Behandlung mit Ultraschall, Vibratoren oder Schiittlern 
vorzunehmen. Dies fordert ein besseres Eindringen des Losemit- 
tels in die feinen Kanale des Spongiosa Knochens und dadurch 
die Entfettung und Dehy dra t isie rung . Zu dem gleichen Zweck 
30 kann auch ein Uberdruck, a 1 1 er nierender Druck oder Unterdruck 

angelegt werden. Ferner kann es vorteilhaft sein, vor dem er- 
sten und nach jedem E x t r ak t i o n s s c h r i t t eine V a k u u m b e ha nd 1 u n g 
vorzunehmen, bevor im nachsten Schritt mit frischem Losemittel 
dehydratisiert wird. Auch dies fordert die Entfettung und ei- 
35 nen besseren Austausch des wa ss e r ha 1 1 i g e n organischen Losemit- 

tels in den Kanalen gegen frisches organisches Losemittel. Al- 
le diese MaBnahmen kbnnen auch bei We i c h-Ge we be n vorgenommen 
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werden . 

O Die Gefnertrocknung in der zweiten Stufe erfolgt in einer ub- 
lichen Gef r iertrocknungsanlage . Darin wird das teilweise dehy- 
dratisierte Gewebe allmahlich auf Temperaturen von beispiels- 
weise -25°C bis -40°C gebracht und das im Gewebe entstandene 
Eis durch Anlegen eines Vakuums durch Sublimation entfernt. 
10 Wie weiter oben bereits ausgefiihrt, wird vorzugsweise vor der 
Gefriertrocknung, d.h. vor dem Abkuhlen des Gewebes auf tiefe 
Temperaturen, ein Vakuum angelegt. Dadurch wird das Losemittel 
zu einem Teii aus dem Gewebe entfernt. Daran schlieflt sich die 
Gefriertrocknung an. 
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Die Erfindung wird an Hand der folgenden Beispiele und der Fi- 
guren 1 und 2 naher erlautert. Die Figuren 1 und 2 sind Dia- 
gramme, in denen der zeitliche Verlauf der De h y d r a t i s i e r u n g 
der Gewebe in den Beispielen gezeigt ist. Auf der Abszisse ist 
die Zeit in Stunden bzw. Tagen und auf der Ordinate der Was- 
sergehalt in Gew.-%, bezogen auf das Gesamtgewicht des zu de- 
hydra t i s i e r e n d e n Materials, aufgetragen. 

a - 

Beispiel 1 

Dura mater wird dem mensch lichen Korper entnommen und in ge- 
eigneter, dem Fachmann bekannter Weise von antigenen Stoffen 
und Enzymen befreit. Zur Konservierung werden die so gereinig- 
ten Gewebestiicke zweimal je sechs Stunden lang durch Finlegen 
in wasserfreies Aceton bei Ra urn t em pe r a t u r behandelt. Die Lose- 
mittelmenge betragt jeweils 500% des NaHgewichts des Gewebes. 
Dabei erfolgt eine F.ntquellung des Gewebes von 0,65 mm auf 
0,57 mm. Der Wassergehalt betragt nach AbschluB dieser ersten 
Dehy d r a t i s i e r ungss t u f e 20 Gew.-S. 

In der zweiten Stufe wird das Gewebe in einer Gef riertrock- 
nungsanlage wahrend 3 Stunden auf - 40°C abgekuhlt. Danach 
w L rd ein Vakuum von 1,2 mbar angelegt zur Entfernung des im 



Gewebe gebildeten Eises durch Sublimation. Die S t e 1 1 p 1 a t t e n- 
temperatur betragt 35°C. Der Wassergehalt betragt nach der 
zweiten Stufe, die insgesamt 15 Stunden dauert, 6 Gew.-S. Die 
Dicke des Gewebes betragt 0,54 mm und die innere Oberflache 
20 m 2 /g. Der Dehydratisierungsverlauf ist in Figur 1 gezeigt. 

Nach dem Verpacken in f euchtigkeitsdichten Beuteln und Steri- 
lisieren mit Gammas t rah 1 e n rait einer Mindestdosis von 15 Kgry 
ist die Dura ma t er-Konse r ve praktisch unbeschrankt lagerfahig 
und fur T r a n s p 1 a n t a t i o n e n gebrauchsf ertig. 

Wird stattdessen die De h y d r a t i s i e r u n g der Dura mater aus~ 
schlieBlich mit Aceton auf denselben Wassergehalt von 6 Gew . -% 
durchgefiihrt , mussen drei E x t r a k t i o n ssc h r i 1 1 e von jeweils 12 
Stunden durchgefiihrt werden. 

Beispiel 2 

Ein Spongiosa Knochen wird in geeigneter, dem Fachmann bekann- 
ter Weise prapariert. Zur Konser vier ung wird der praparierte 
Knochen funfmal je 24 Stunden mit wasserfreiem Aceton bei 
Raumtemperatur behandelt. Die Lbsemittelmenge betragt jeweils, - 
500% des NaBgewichts des Knochens. Nach dieser Behandlung be- 
tragt der Wassergehalt 12 Gev.-%. AnschlieBend wird in der 
zweiten Stufe der Knochen wahrend 3 Stunden auf -40°C abge- 
kiihlt und dann ein Vakuum von 1,2 mbar angelegt zur Entfernung 
des im Knochen gebildeten Eises durch Sublimation. Die Stell- 
plattentemperatur betragt 35°C. Der Wassergehalt betragt nach 
der zweiten Stufe, die insgesamt 48 Stunden dauert, 2 Gew.-%. 
Der Dehydratisierungsverlauf ist in Figur 2 gezeigt. 

Wird stattdessen die Deny dra t is i e r ung des Spongiosa Knochens 
ausschlxeBlich mit Aceton durchgef uhrt , so sind bis zu 20 Ex- 
traktionsschritte von jeweils 24 Stunden e r f o r d e r 1 i c h , urn auf 
denselben Wassergehalt zu kommen. Dabei sind ca. 60 1 Aceton 
pro 1 kg Knochen erf order lich . 
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1. Verfahren zum De h y d r a t i s i e r e n von blologischen Geweben zur 
Herstellung von Transplantat-Konserven , bei dem in einer 
ersten Stufe mit einem organischen, mit Wasser mischbaren 
Losemittel das Gewebe teilweise d e h y d r a t i s i e r t wir und in 
einer zweiten Stufe durch Gef riertrocknung das Gewebe wei- 
ter dehydrat isier t wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem in der ersten Stufe auf 
einen Wassergehalt im Bereich von 10 Gew.% bis 25 Gew.-% 
dehy d r a t is ie r t wird. 
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4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, bei dem in der 
ersten Stufe bei einer Temperatur von 0°C bis 70°C dehydra- 
tisiert wird. 



Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, bei dem vor der 
zweiten Stufe das Gewebe einer Vakuumbehand lung unterworfen 
wird. 



35 6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, bei dem in der 

ersten Stufe vor dem ersten und nach jedem Extraktions- 
schritt mit dem organischen Losemittel das Gewebe einer 
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Vakuumbehandlung unterworfen wird. 

5 7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, bei dem in der 

ersten Stufe wahrend der Extraktion mit dem organischen Lb- 
semittel das Gewebe einer Behandlung mit Ultraschall, einem 
Vibrator oder Schuttler unterworfen wird. 

10 8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, bei dem in der 

ersten Stufe wahrend der Extraktion mit dem organischen L6- 
semittel ein Oberdruck, a 1 t e r n i e r e n d e r Druck oder Unter- 
druck angelegt wird. 
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Zusammen f assung 



Es wird ein zweistufiges Verfahren zum Dehydratisieren von 
biologischen Geweben zur HersteLlung von Transplantat-Konser- 
ven beschrieben. Dabei wird in einer ersten Stufe mit einem 
organischen, mit Wasser mischbaren Losemittel das Gewebe teil 
weise dehydratisiert . In einer zweiten Stufe wird das Gewebe 
15 durch Gef r iertrocknung weiter dehydratisiert. 
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